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　　摘要:二恶英是一种毒性极大的环境污染物 , 通过活性氧和氧化应激反应损伤多种靶器官。本文综述了近年来该

毒物的研究进展 , 着重介绍二恶英对氧化应激和抗氧化系统的影响及 TCDD的作用机制。
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Abstract:Dioxin is one of the most toxic compounds and persistent environmental contaminants.It is well known that dioxin can

damage a number of target organs through the generation of active oxygen species and oxidative stress.This paper will give a brief review

on the effects of dioxin on the oxidative stress and antioxidant system , and the toxicity mechanism of dioxin.
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　　2 , 3 , 7 , 8-四氯二苯并二恶英 (简称 TCDD或 Dioxin)及

其同系物的环境污染和对人类健康的影响越来越受到人们的

高度重视[ 1 , 2] 。目前的研究表明 , 环境污染物 TCDD 的生物学

效应包括引起肿瘤 、 肝毒性 、 皮肤毒性 、 神经行为学及生长 、

发育 、 致畸和内分泌系统等的改变[ 2] 。

氧化应激反应 (oxidative stress)是 TCDD 发挥毒作用的重

要环节。大量的实验表明 TCDD引起的氧化应激反应使机体内

产生过量的活性氧 (active oxygen species), 造成多种器官的损

伤。现综述近年来这一领域的研究进展 , 着重介绍 TCDD对活

性氧的产生和清除的影响及 TCDD的作用机制。

1　正常生物体内活性氧的产生与清除

氧气是一切生物生存必不可少的条件。但体内的氧分子

在代谢过程中一部分经过还原生成水分子 , 另一部分在其电

子传递过程中产生许多产物 , 其中有自由基和分子 , 统称为

活性氧。活性氧包括超氧阴离子 (superoxide anion , O2
-
·)、 羟

自由基 (hydroxyl radical , OH
·
)、 氢过氧基 (hydroperoxyl radi-

cal , HO2
-
·)、 烷氧基 (alkoxy radical , RO·)、 烷过氧基 (peroxy

radical , ROO·)、 过氧化氢分子 (hydrogen peroxide , H2O2)、 氢

过氧化物 (hydroperoxide , ROOH)和单线态氧 (singlet oxygen ,

′O2)。在生理情况下 , 这些活性氧在不断地产生 , 但另一方面

机体又能动用抗氧化酶系统如超氧化物歧化酶 (SOD)、 过氧

化物酶 (CAT)、 谷胱甘肽过氧化物酶 (GSH-Px)和抗氧化剂

如维生素 C、 维生素 A、 维生素 E、 谷胱甘肽 、 半胱氨酸 、 嘌
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呤基 、 核苷等来清除活性氧 , 防止过量的活性氧引起氧化应

激反应 , 保持体内的平衡 , 维持细胞的正常结构和功能。 但

在某些情况下 , 活性氧的产生与清除失去了平衡。不论其活

性氧的产生增加 , 还是机体清除自由基的能力减弱或者兼而

有之 , 其后果是引起大分子 (主要为脂质 、 蛋白质和 DNA)

的氧化损伤 , 这些损伤是衰老 、 退行性疾病 、 心血管疾病和

肿瘤形成的基础[ 3 , 4] 。因此通过测定脂质过氧化产物 、 蛋白质

和 DNA氧化产物及抗氧化系统的生物标志物就有可能反映毒

物对机体所造成的损害[ 5] 。

2　TCDD对活性氧产生的影响

目前的研究表明 , 氧化应激反应是 TCDD发挥毒作用的重

要环节。 TCDD发挥的毒作用并非由于 TCDD直接与机体蛋白

质 、 核酸等形成加合物或直接引起脂质过氧化的结果 , 而是

TCDD与芳香烃受体 (aromatic hydrocarbon receptor , AhR)结合

后诱导相应基因的表达 , 改变酶活性和蛋白质 , 在参与体内

生物氧化反应中 , 产生活性氧的机会增加 , 导致氧化应激等

一系列反应。因此 TCDD等芳香烃类的毒性大小与激活 AhR的

能力有关[ 6] 。研究表明 , 细胞色素 P450、 细胞色素 P450 1A1

和 1A2 (CYP1A1 , CYP1A2)、 谷胱甘肽 S-转移酶 、 甲基醌氧化

还原酶 、 醛脱氢酶 、 NADH-苯醌脱氢酶 、 UDP-葡萄糖醛酸转移

酶等都属于这类酶[ 7 , 8] 。这些酶在参与体内氧化还原代谢的酶

促反应过程中产生活性氧 , 引起氧化应激反应 , 其中最主要 、

研究最为广泛的是 CYP1A1 和 CYP1A2。研究还表明 , 对于所

有动物来说 , TCDD 可引起慢性 、 持续性诱发 CYP 基因的表

达 , 从而增强了 CYP 的活性 , 尤其激活了局限在微粒体内的

CYP1A1 和 CYP1A2[ 9 ～ 11] 。这就有可能增加了电子传递到氧分
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子的机会 , 导致过量活性氧的形成 , 这时 , 一旦体内活性氧

解毒的酶系偶联作用发生故障 , 不能使活性氧转化为水 , 就

有可能造成氧化应激反应。但是也有人提出 CYP 1A2 与活性

氧的产生无关 , 因为删除 (knockout) CYP 1A2 的小鼠和未删

除的小鼠之间在产生活性氧的性能上没有什么差别[ 12] 。

黄嘌呤氧化酶 (XO)和黄嘌呤脱氢酶 (XDH)广泛分布

于动物 (如人 、 鸟和鱼类)组织中。 已证明该酶在催化黄嘌

呤和次黄嘌呤最终代谢为尿酸的过程中产生大量活性氧

O2
-
·
[ 3] 。 Sugihara等报道[ 13] , 一次性口服 40μg/ kg TCDD时 XO/

XDH 的活性氧在 3 d 内大约维持在 3倍于对照组水平 , 增高水

平可持续 4周 , 乙醛氧化酶的水平也增高了 1.5 倍。但是 AhR

缺失的小鼠则没有上述效应 , 说明 TCDD的毒性作用是借助于

AhR激活酶活性来实现的。给予 TCDD的小鼠肝中可见脂肪变

性 , 特别是在肝中央静脉周围。提示 XO/XDH 的活化导致过

量活性氧的产生 , 通过脂质过氧化作用 , 损伤了细胞膜 , 可

能造成脂类堆积。TCDD介导的乙醛氧化酶也参与各种外来物

质 (xenobiotic)的氧化还原反应。现已证明 , 醛氧化酶在催化

醛与氧的反应中生成酸和活性氧 O2
-·[ 3] 。因此人体内的黄素酶

活性可反映环境污染物接触的程度。

3　TCDD对活性氧清除的影响

TCDD介导产生的过量活性氧引起体内氧化应激的同时 ,

机体清除活性氧的能力受到减弱。表现为 SOD、 CAT、 GSH-Px

等抗氧化酶的活性受抑制 , 也伴随着脂质 、 蛋白质 、 DNA 等

氧化产物的增加。

近年来 , Latchoumycandane 等[ 14]观察了 TCDD 对大鼠睾丸

线粒体和微粒体抗氧化系统的影响。经口给予大鼠 TCDD 1 ～

100 ng/ (kg·d), 染毒 45 d , 测定睾丸线粒体和微粒体 SOD、

CAT、 GSH-Px活性降低与剂量呈依存关系。过氧化氢和脂质过

氧化产物则增加。于是将雄性大鼠生殖系统的有害作用归为

TCDD介导的氧化应激反应。

Hassoun 等报道[ 15] , 分别接触TCDD [ 10～ 100 ng/(kg·d)] 、

2 , 3 , 4 , 7 , 8-五氯二苯并呋喃 (PeCDF) [ 20 ～ 92 ng/

(kg·d)] 、3 , 3′, 4 , 4′, 5-五氯联苯 (PCB126) [ 300 ～ 550 ng/

(kg·d)] 13 周后 , 大鼠脑 、 肝组织中过氧化物阴离子 、 脂质过

氧化产物 、 DNA单链断裂产物与剂量呈依存性增加。 TCDD是

肝致癌物 , 但只有在雌性动物中才能观察到。 实验表明长期

接触TCDD的健康雌性大鼠肝内 8-氧代-脱氧鸟苷 (8-oxo-dG ,

DNA分解产物)加合物的形成增加 , 但切除卵巢的大鼠未见

该加合物的升高。为进一步肯定激素调节作用和性别 、 剂量 、

接触时间对 TCDD 引发 8-oxo-dG 加合物形成的影响 , Hassoun

等[ 16]用乙基亚硝胺 (DEN)事先引发的雄性和雌性大鼠 [ 雌

性又分为切除卵巢 (OVX)和不切除卵巢组] 在 17-β-雌激醇

存在与否的条件下接触 TCDD 30 周后发现 , TCDD 处理的未切

除卵巢雌性大鼠和接受 TCDD+17-β-雌激醇的 OVX雌性大鼠肝

8-oxo-dG 加合物水平明显高于对照组。 DEN 引发的雌性大鼠接

受 30周不同浓度的 TCDD水平时 , 8-oxo-dG 水平显现出与剂量

呈依存关系 。但是只接触 30 周 TCDD的雄性大鼠或 OVX 雌性

大鼠未见 8-oxo-dG 加合物水平的升高。没有用 DEN 引发的雌

性健康大鼠单次给予 TCDD 4 d 或接触 20 周 TCDD 后其 8-oxo-

dG加合物水平与对照组无差别。这一研究有力证明 TCDD 诱

发的 8-oxo-dG水平是通过慢性过程产生的 , 具有性别专一性和

雌激素依赖性。于是有人假设 TCDD引发雌激素的代谢改变 ,

导致活性氧的生成 , 造成 DNA的损伤 , 结果促进肝肿瘤和肝

癌的发生。

使用 C57BL/ 6J 近亲交配小鼠腹腔内注射 TCDD 5μg/ (kg·

d)连续注射 3 d , 结果肝脏氧化型谷胱甘肽增高 2 倍并持续 1

周 , 增高效应可持续 8 周。尿中8-oxo-dG 在 8周内仍维持在 20

倍[ 17] 。

为了确定 TCDD是否诱发脂肪和肝组织的氧化应激反应 ,

Kern等[ 18]将 3T3-F442A脂肪细胞株在 TCDD 5 ～ 200 nmol/ L 剂

量下 , 培养 72 h后测定组织溶解物中 SOD、 CAT、 GSH-Px 活性

和 mRNA 水平。加入50 nmol/ L TCDD 48 h后 SOD活性提高2 倍

(P<0.05), 但 CAT、 GSH-Px 活性没有升高 , SOD活性的提高

并不伴随 SODmRNA水平变化。提示 SOD活性的改变是在转录

后发生。进一步对 SD 雄性大鼠每周注射 30 ng/kg TCDD 共 8

周 , 大鼠或者喂养低脂糖饲料 (LFCC), 或者喂养高脂糖饲料

(HFS), 然后测定其肝 、 脂肪组织中的 CAT、 SOD、 GSH-Px 活

性。结果表明 , 注射 TCDD 后 HFS 组大鼠脂肪组织中的 CAT

活性降低 52% (P <0.05), 相反 , SOD、 GSH-Px 活性则无变

化。但是在肝组织中 GSH-Px 活性有明显降低。 TCDD的这一

效应在 LFCC 和 HFS 两组中都能观察到。但是 GSH-Px 活性在

HFS 组明显低于 LFCC 组和只接受 TCDD 组及对照组。这一结

果提示 TCDD和高脂饮食可能联合加剧了氧化应激反应。

金属硫蛋白 (MT)是富含半胱氨酸的相对分子质量低的

结合蛋白质 , 对金属毒物 、 电离或紫外线照射和羟自由基具

有解毒 、 清除功能。 Nishimura 等[ 19] 探讨了 TCDD 引发氧化反

应中MT 的作用。雌性 SD大鼠 (6 周龄)单次口服 TCDD 1.0

～ 4.0μg/(kg·d),给药 7 d 后收集血清和有关组织 , 分析氧化

损伤的生物标志物 , 发现 2.0 、 4.0μg/ (kg·d)TCDD组大鼠血

清 8-羟基脱氧鸟苷 (8-OHdG)水平明显增高。只有 4.0 μg/kg

TCDD组肝脏还原型谷胱甘肽浓度下降。免疫组织学染色显示

TCDD的作用增强了肝脏巨噬细胞 (kupffer cell)血红素氧化

酶-1的表达。MT 及MT-Ⅰ 、 MT-Ⅱ的 mRNA水平随 TCDD剂量

增加(从 1.0μg/ kg起)而增高。MT作为一种抗氧化剂对 TCDD

引发的氧化应激反应起到一种保护作用。

Hassoun等报道 TCDD 接触剂量低至 0.45 ng/ (kg·d)的

B6C3F1 小鼠经亚慢性接触后脑组织中活性氧的产物增加 ,

Slezak等[ 12] 对 B6C3F1 小鼠亚慢性给予 TCDD 0.15 ～ 150 ng/

(kg·d),每周 5 d , 共 13周 , 或急性口服 0.001 ～ 100 μg/kg , 目

的是研究组织浓度和产生活性氧时间之间的相互影响。急性

给予 TCDD 7 d 后处死小鼠 , 结果显示 10μg/ kg和 100 μg/kg 剂

量时 , 肝过氧化物阴离子产物 (superoxide anion production ,

SOAP)和硫代巴比妥酸反应物质 (thiobarbituric acid reactive

substances , TBARS)增加 , 此时肝中 TCDD质量分数分别为 55
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和321 ng/g。在亚慢性实验中 TCDD剂量为 150 ng/ (kg·d)时

肝中 TCDD质量分数为 12 ng/g , 这时肝 SOAP和 TBARS 水平高

于对照组。有意义的是亚慢性实验 [ 0.15 ng/ (kg·d)] 时肺 、

肾中GSH 下降 , 这种作用在较高的 TCDD剂量下是观察不到

的。上述这一结果提示 , 急性染毒剂量下 , 诱发氧化应激所

需的组织 TCDD 含量比其亚慢性实验下的组织 TCDD 含量要

高 , 而且从TCDD产生活性氧的机制看并不仅仅单纯地依赖于

TCDD在组织中的含量。因为在组织含量近似于环境污染背景

浓度的低水平下便产生了氧化应激的内源性防卫系统 (en-

dogenous defense system)效应。因此 TCDD介导的毒性效应的机

制需要进一步研究。

4　TCDD的毒作用机制

前已叙述 , TCDD的毒性效应主要是 AhR介导相应基因的

表达 , 从而激活酶活性和蛋白质的功能。从这个意义上说 AhR

调节着TCDD的生物学效应。AhR是一相对分子质量高的蛋白

质聚合物 , 它对激活靶基因的转录具有重要意义 , 因此又称

转录因子。AhR有一个复杂的转录活化区域 , 该区域由 3 个功

能不同的亚区域所组成。其一是富含 P/S/T 的亚区域 , 该部

位可提高转录活性;其二是富含 Q的亚区域 , 是激活转录的

关键部位;其三是Acidic亚区域 , 它本身不能激活转录。研究

表明AhR的第 666 ～ 688个氨基酸序列是活化转录的功能部位 ,

进一步的研究显示第 678 位的白氨酸 (Leu 678)是 AhR 的活

化部位 , 可能是配体的结合部位[ 20] 。受体通常与热休克蛋白

90 (HSP90)等 3 ～ 4 种蛋白结合成聚合物形式存在。当二恶英

类外来物或内源性配基与 AhR结合后 HSP90 即脱离 , 受体被

激活 , 随后配体-受体复合物由细胞浆转入细胞核与细胞核中

的芳香烃受体核转位子蛋白 (aromatic hydrocarbon receptor nucle-

ar translocator protein , ARNT)结合成二聚异构体 AhR/ARNT 复

合物。该复合物再与 Dioxin 反应基因上游部位的芳香烃受体反

应元件 (aromatic hydrocarbon response elements , AHREs) [ 也称

外来物反应元件 (xenobiotic response element , XRE)或 Dioxin 反

应元件 (dioxin response element , DRE)] 结合即可激活基因的

转录[ 7 , 8 , 13 , 21] 。文献报道属于 Dioxin 诱导的基因多达 6 个或更

多。即 2 个 P450基因———CYP1A1 , CYP1A2 及 4 个非 P450 基

因 (NQO1、 Aldh3a1、 Vgtab 、 Gsta1)[ 8] 。目前研究最为广泛的

是 CYP1A1 和 CYPA12基因 , 研究发现在 CYP1A1 转录起始点

上游有 3个二恶英反应元件 , 转录后的信使 RNA即进入细胞

浆结合于核糖体开始蛋白质的翻译。 翻译产物 CYP1A1 和 1A2

活性的提高即可增加电子传递到氧分子导致形成活性氧的机

会 , 引起氧化应激反应。除此之外 , 二恶英类通过 AhR 介导

可产生蛋白质激酶 , 也可通过机体营养代谢的影响产生各种

生物学效应[ 7] 。

总之 , 研究表明存在于环境中的 TCDD 侵入机体与体内

AhR结合后激活了靶基因的转录过程 , 从而促进了相关酶和

蛋白质的表达 , 表达产物参与体内生物氧化反应 , 产生过量

的活性氧 , 引起氧化应激反应 , 使脂质 、 蛋白质 、 DNA 等大

分子氧化。与此同时 , 机体抗氧化系统受到抑制 , 使其清除

活性氧的能力减弱。目前虽然对 TCDD的毒作用机制已有大致

的了解 , 但很多细节问题尚不十分清楚 , 尤其对转录的活化

作用机制和所需要的关键性蛋白质是什么 , 基因表达产物是

如何发挥毒作用的 , 蛋白激活后如何发挥有毒效应以及 AhR

的生理作用等都需要进一步研究。
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表 2　各组工人听阈值结果 dB

组别 耳数 0.5 kHz 1 kHz 2 kHz 3 kHz 4 kHz 6 kHz

A组 178 17.55±6.48■ 15.48±6.50＊ 16.10±6.57＊ 18.83±10.01＊ 23.59±13.59＊ 24.71±14.07＊

B组 74 15.32±5.14 12.07±5.24 11.88±5.79 13.23± 6.95 15.58±10.47# 14.33±11.68#

C组 70 15.90±4.57 11.63±6.20 10.35±4.75 13.84± 6.44 13.92± 9.11 12.76± 8.18

　　u检验:＊A∶B 、 A∶C　P<0.01;■A∶B　P<0.05;#B∶C　P<0.05

2.4　工龄与听损率比较

从表 3 可见两组工人均存在工龄上升而听损率也明显上

升的趋势 , 且各工龄段 A 组的听损率都高于单纯接触相近似

噪声强度的B 组 , 工龄 10年以上组和总体组差异具有显著性。

表 3　各工龄组与听力损伤的关系比较

工龄

(年)

A 组 B组

耳数 听损数 % 耳数 听损数 %
RR 值 χ2值

～ 5 20 5 25.00 20 1 5.0 5.0 1.76

5～ 68 21 30.88 20 4 20.00 1.54 0.90

10～ 90 50 55.56 34 11 32.35 1.72 5.32■

合计 178 76 42.70 74 16 21.62 1.98 10.02＊

　　χ2 检验:■P<0.05;＊P<0.01

2.5　炉前工噪声暴露量与听力的相关性结果

A组的噪声暴露量为 (1 067.03±649.33)分贝·年。其与

1 kHz 听阈值 (15.48±6.50)的相关系数 r1=0.291 5 (t=

4.04 , P <0.01), 与 4 kHz 听阈值 (23.59±13.59)的相关系

数 r2=0.177 4 (t=2.39 , P<0.05)。

3　讨论

本文对炉前工与单纯接触相同噪声水平的水电运行工的

比较中 , 炉前工的听损率显著地高于水电运行工 , 表现为语

频段和高频段的听阈位移均更为严重;而单纯接触噪声的水

电运行工的听阈位移主要发生在高频段上 , 说明炼铁炉前工

的听力损伤影响因素除噪声外 , 可能存在其他的危害来源。

对炼铁炉前岗位的卫生学调查结果显示 , 工人除受到高

温 、 噪声影响外 , 铅烟的平均浓度为 0.116 mg/m3 , 是铅烟最

高容许浓度的3.87 倍。有作者认为[ 2] , 传导听觉的耳蜗神经

第三级神经元终止于中脑 , 而铅在中枢神经中的靶器官为中

脑和间脑 , 铅有可能直接损伤听觉传导路径而致工人语频和

高频听力同时下降;且耳蜗中的螺旋器及其毛细胞组织结构

细小 , 其对营养供应较为敏感 , 而铅与蛋白质的巯基和细胞

器结合 , 抑制磷酸化而影响能量的产生 , 并抑制了血红素和

细胞色素的生成 , 致毛细血管脆性增加 , 因而可能干扰了听

力感应器官正常的营养和氧气摄取 , 致听力受到明显损伤。

亦有作者报道[ 3] , 当机体接触高温时 , 机体氧耗增加 , 且皮

肤等外周血管扩张 , 造成深部器官血流量减少 , 颅内供血不

足 , 致内耳听毛细胞缺氧导致功能障碍 , 听阈位移更加明显。

因此 , 我们认为炼铁炉前工的听力损伤可能存在多方面

的影响因素 , 高温 、 铅烟是影响噪声暴露量与听阈值相关性

的重要方面 , 而其与噪声对听力损伤的联合影响的程度尚有

待作深入的研究。
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